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(57) Abstract 

The process attempts to produce especially cargilage cells in vitro. The cells are placed in a tm^hnensional supporting s^cture, 
preferably of a polymer nonwoven, with the shape of the supporting structure corresponding to that of the unplantto be obtamed^Tlie 
supporting stmcmre is then perfused with a nourishing solution for a long period so that the intercellular matrix bonding the cells together 
W at feast partially wiOun the supporting structure. Tne supporting structure with the at least partially formed jdndota ^matnx is 
a^n Slan^C^^uent resorVdon of the supporting structure, the shape of the implant is preserved thanks to the intercellular 
matrix then formed. 

(57) Zosammenfassung 

Mit dan Verfahrcn wild angestrcbt, insbesondere KnorpelzeHen in vitro herzustdlen. Die Zelten weiden faferbei in einer 
dreidimensionalen Tragastruktur, vonugsweise ana einan Polymavlies cingekgert, wobci dieFann der ^ff^V?' 
spStera, Impkntates eotspricht Die Tragerstruktur wird anscUiefiend mit einer NahrlOsung Ober erne lange Zeit pcrfuadi^t, wodurch 
sichinnerhalb der TrSgerstroktur die interzeUul2re Matrix, die die Zellen anebanderbindet, zuniindest tedweise ausbilden kann. Die 
Trifiersttutour mit der zumindest teUweise ausgebfldeten interaellularen Matrix wird dann implannert. Bei der anscbJieBendea Resorption 
der Tragerstruktur bleibt die Form des bnplantates durch die dann ausgebildete wterzellulare Matrix erhalten. 
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Verfahren zum Herstellen eines Implantates aus Zellkulturen 

Die Erf induncf bezieht sich auf ein Verfahren zum Herstellen 
eines Implantates aus Zellkulturen, insbesondere eines 
Implantates mit Knorpelzellen, wobei diese Zellen auf eine 
resorbierbare Tragerstruktur aufgebracht und anschliefiend 
implantiert werden. 

Soil entferntes kdrpereigenes Gewebe, z.B. Knorpelgewebe 
ersetzt werden, so ist man bisher auf im wesentlichen zwei 
M6glichkeiten angewiesen: 

1. Das bendtigte Gewebe kann Leichen entnommen, konserviert 
und dann implantiert werden. Hierbei treten in einigen Fallen 
Immunreaktionen auf. 

2. Zum Ersatz des entfernten Gewebes kann Eigengewebe 
verwendet werden, das dem Patient en an anderer, nach aufien 
nicht sichtbarer Stelle entnommen und an dem Ort des 
entfernten Gewebes implantiert wird. Hier sind keine 
Immunreaktionen zu befurchten. 

Ein entscheidender Nachteil dieser beiden Verfahren liegt 
jedoch darin, daS wegen der immer grofieren Anzahl von 
Implantationen insgesamt zu wenig Material vorhanden ist, so 
daS der gewunschte Ersatz des Gewebes haufig nur 
unvollstandig erfolgt. 

Man hat daher ein drittes Verfahren vorgeschlagen, namlich 
auf einem Polymer faserbtindel aus resorbierbarem Material in 
herkommlicher Weise isolierte und vermehrte Zellen 
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aufzubringen und die BOndel zu implantieren; vgl. C.A.Vacanti 
et al., Plastic and Reconstructive Surgery, Vol. 8, No. 5, 
Nov. 1991, S. 753-759. Durch CTbereinander- und 
Nebeneinanderschichtung der BOndel k6nnte das Implantat quasi 
dreidimensional modelliert werden. Nach der Implantation wird 
das Polymermaterial resorbiert, wobei gleichzeitig zwischen 
den einzelnen Zellen die interzellulare Matrix aus 
insbesondere Kollagen aufgebaut werden soil, so dafi sich im 
Endstadium eine in das umliegende Gewebe integrierte und voll 
funktionsfahige Gewebestruktur ergibt. 

Dieses Verfahren ist noch im Versuchsstadium, an Tieren 
erprobt, jedoch in der Humanmedizin noch nicht angewendet . 

Schwierigkeiten durf ten sich bei diesem Verfahren bei der 
Modellierung des gewunschten Implantates ergeben, da eine 
Forms tabili tat der ubereinander und nebeneinander gelegten 
Faserbundel wahrend der Resorption des Fasermaterials nicht 
zu erwairten ist. AuSerdem warden sich bei gr6fieren 
Implantaten Schwierigkeiten mit der Ernahrung der einzelnen 
Zellen ergeben, die im Inneren des Implantates gelegen sind. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren 
anzugeben, mit der Zellgewebe, insbesondere Knorpelgewebe, in 
einer fur die Implantation gCinstigen Konf iguration zur 
Verfugung gestellt wird. Insbesondere soil das Implantat eine 
gute Formbarkeit und Formerhaltung im implantierten Zustand 
aufweisen und die Ernahrung der einzelnen Zellen im Implantat 
sicher gewahrleisten . 

Diese Aufgabe ist gemafc der Erfindung durch die im 
Patentanspruch 1 angegebenen kennzeichnenden Merkmale gel6st. 

Die grundlegende Idee der Erfindung besteht demnach darin, 
eine dreidimensionale formstabile Tragerstruktur mit der 
gewOnschten Iitplantat ions form aus einem Material mit einer 
zusammenhangenden inneren Oberfiache und einem geringen 
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Volumen, z.B. einem Polymervlies, vorzuformen, in den inneren 
Hohlraum der Tragerstruktur Zellen einzubringen und die die 
Zellen aufnehmende Tragerstruktur mit einer Nahrldsung zu 
durchstr6men. Sobald sich dann die interzelluiare Matrix 
zumindest teilweise ausgebildet hat, kann die gesamte 
dreidimensionale Tragerstruktur implant iert werden. 

Durch die dreidimensionale Tragerstruktur wird 
sichergestellt, daS auch wahrend der Resorption die Zellen 
mit ihrer interzelluiaren Matrix formstabil bleiben und die 
gewunschte Form des Implantats auch nach der Implantation 
beibehalten wird. 

Durch die Perfusion wird sichergestellt, dafi auch die 
innerhalb der Tragerstruktur gelegenen Zellen ausreichend mit 
Nahrldsung versorgt werden und daS diese Versorgung 
aufrechterhalten bleibt, wenn sich die interzelluiare Matrix 
zumindest teilweise auf gebaut hat . Durch den Aufbau der 
Tragerstruktur und gegebenenfalls eine entsprechende 
Praparation erfolgt der Eintritt der Nahrldsung in die 
Tragerstruktur und deren Durchdringung im wesentlichen nur 
durch Diffusion, was im ubrigen auch der Situation in vivo 
entspricht. Die Ernahrung der in der Tragerstruktur 
aufgenommenen Zellen durch Diffusion kann im ubrigen noch 
dadurch sichergestellt werden, dafi die gesamte Tragerstruktur 
mit einem Material ummantelt wird, das im wesentlichen nur 
eine Diffusion zuiafit. Ein solches Material ist z.B. Agarose. 

Durch die Ernahrung der Zellen in der Tragerstruktur uber die 
Diffusion wird verhindert, daS die Zellenprodukte, 
insbesondere die fur den Aufbau der interzelluiaren Matrix 
notwendigen Kollagene und Proteoglycane aus dem Zellverband 
ausgeschwemmt werden. Das Zuruckhalten dieser notwendigen 
Faktoren, d.h. deren Retention kann noch dadurch verbessert 
und unterstutzt werden, wenn die Perfusion der 
Tragerstrukturen mit der Nahrldsung intervallartig erfolgt. 
In den Perfusionspausen werden dann die Zellprodukte am Ort 
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gehalten und bilden die Verbindungen mit den Zellen, 
wohingegen in den Perfusionsphasen auch unerwdnschte 
Zellprodukte aus der Tragerstruktur und der Matrix 
ausgeschwemmt werden kdnnen. 

Weitere Ausgestaltungen der Erf indung gehen aus den 
Unteranspruchen hervor. 

Die Erfindung ist in einem Ausfuhrungsbeispiel anhand der 
Figur nSher eriautert, in der das Verfahren hinsichtlich der 
verwendeten Gerate schematisch dargestellt ist. 

In der Beschreibung wird nur auf die Herstellung von 
Knorpelgewebe in vitro Bezug genommen; es ist jedoch 
selbstverstandlich, dafi hier auch andere Zellgewebe 
entsprechend behandelt werden kdnnen. 

Fur eine Implantation werden patienteneigene Knorpelzellen in 
herk6ntmlicher Weise auf einem Kulturmedium vermehrt. 

Aus einem resorbierbaren formstabilen Polymerf aservlies wird 
eine Tragerstruktur hergestellt, deren Form dem spateren 
Implantat entspricht. Geeignet Vliesmaterialien sind z.B. 
Polyglykole Oder Polylactide- Hieraus lassen sich Vliese 
herstellen, die eine grofie innere zusammenhangende Oberfiache 
bei gleichzeitig minimalem Materialvolumen aufweisen. Die 
zusammenhangende innere Oberfiache der Tragerstruktur wird 
mit einem Adhasionsf aktor, z.B. Poly-L-Lysin beschichtet bzw. 
benetzt. Diese Benetzung erfolgt z.B. durch Eintauchen der 
Tragersturktur in eine Polylysinlosung und anschliefiende 
Lyophilisation, d.h. Gef riertrocknung, so dafi der 
Adhasionsf aktor im wesentlichen die gesamte innere Oberfiache 
der Tragerstruktur bedeckt, 

Wenn in der oben erwahnten Zellkultur eine ausreichende 
Anzahl von Zellen vorliegt, werden diese in der Suspension 
mit dem Kulturmedium in die dreidimensionale entsprechend 
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praparierte Tragerstruktur gefullt. Zur Erhohung der 
Viskositat der Suspension kann dieser noch ein 
resorbierbarer, die Viskositat erh6hender Stoff, z.B. die 
erwahnte Agarose zugesetzt werden. 

Die die Zelle aufnehmende Tragerstruktur wird anschliefiend 
mit Agarose ummantelt, indem z.B. die Tragerstruktur in eine 
2%ige AgaroselCsung eingetaucht wird. Anschliefiend wird die 
Tragerstruktur einem Kaiteschock unterworfen, z.B. durch 
Eintauchen in ein kaltes Wasserbad von etwa 4°C, wobei sich 
die Agarose des Mantels und ebenso die gegebenenf alls die der 
Suspension zugefugte Agarose verfestigt. Eine derartige 
Mafinahme erleichtert die folgende Handhabung. 

Diese derart praparierte Tragerstruktur ist in der Figur mit 
1 bezeichnet und wird in eine Perfusionsapparatur 2 
eingesetzt. Diese Apparatur 2 besteht aus einem Gehause 3, in 
dem eine Perf usionskammer 4 vorgesehen ist, in die die 
Tragerstruktur eingesetzt wird. In das Gehause 3 mundet eine 
Zufuhrleitung 5 fur eine NahrlOsung, die zunachst in eine 
Mischkammer 6 eintritt, in der die StrCmung vergleichmafiigt 
wird, bevor sie in die Perf usionskammer 4 eintritt. An die 
Perfusionskammer 4 schliefit sich dann eine Abf lufikammer 7 an, 
aus der eine Abf lufileitung 8 zu einem Auf f angbehaiter 9 
fuhrt. Das Gehause 3 der Perfusionskammer 4 ist mit einer 
Abdeckung 10 uberdacht und wird durch eine Heizung 11 auf 
gleichbleibender Temperatur entsprechend der mittleren 
K6rpertemperatur von 37 °C gehalten. 

Die eigentliche Perfusionskammer 4 kann noch mit Agarose 
zumindest teilweise auf gefullt sein. 

Durch die Perfusionskammer 4 wird langsam eine Nahrlosung, 
z.B. die im Handel unter der Bezeichnxing Hams Fli2 erhaltliche 
L6sung gefuhrt. Diese Nahrldsung wird durch eine Pumpe 12, 
z.B. eine peristaltische Pumpe transport iert , die in der 
Zuleitung 5 angeordnet ist und Nahrldsung aus einem 



WO 94/20151 PCT/DE94/00235 

6 

Vorratsbehaiter 13 ansaugt. Dieser Vorratsbehaiter 13 
befindet sich z.B. in einem Wasserbad 14 bei einer Temperatur 
von 4°C. Die zeitliche Transportmenge der peristaltischen 
Pumpe 12 ist sehr gering und in dem hier vorliegenden Fall 
fur die Herstellung von Knorpelgewebe auf etwa ein Milliliter 
pro Stunde eingestellt. Damit lassen sich einige 
Tragerstrukturen - in der Zeichnung sind drei derartige 
Tragerstrukturen 1 in der Perfusionskainmer 4 dargestellt - 
ausreichend ernahren, wobei diese Tragerstrukturen einen 
Querschnitt von maximal einer Daumennagelgrdfie aufweisen. 

Die peristaltische Pumpe 12 wird durch einen Zeitgeber 15 
intervallartig gesteuert, wobei die Intervalle je nach Gr6fie 
der Tragerstrukturen und der Perfusionskainmer einstellbar 
sind: In der Praxis werden die Pump- und Pausenintervalle 
sich im Minuten- bzw. Stundenbereich befinden. Gute 
Ergebnisse wurden bei Pump- und Pausenintervallen von jeweils 
ca. 30 Minuten erreicht. 

Perfusionsapparaturen sind an sich bekannt. Sie dienen 
ansonsten dazu, Zellkulturen, die auf einer Membran 
angeheftet werden, mit kontinuier lichen Bedingungen zu 
zuchten, und ersetzen damit die herkdmmlichen Petri-Schalen. 
Die Membranen mit den auf gebrachten Zellkulturen k6nnen 
hierbei durch Schlitze in die Perfusionskainmer eingesetzt 
werden . 

Die durch die Perf usionsapparatur 2 geftthrte Nahrl6sung 
diffundiert durch den Mantel aus Agarose in die 
Tragerstruktur 1, so dafi die darin auf genommenen Zellen 
ernahrt werden. Die Strdmung der Nahrldsung und die 
Intervallsteuerung sind so eingestellt, dafi die fur den 
Aufbau der interzelluiaren Matrix notwendigen Zellprodukte 
nicht weggeschwemmt werden, sondern an ihrem Platz 
verbleiben. Im Laufe der Zeit bildet sich die interzelluiare 
Matrix mit ihren Kollagenf asern zwischen den Zellen aus, so 
da£ die Zellen aneinander gebunden werden. Die Tragerstruktur 
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und die Agarose konnen sich wahrend dieses langdauemden 
Prozesses zumindest teilweise auflosen. Durch die Ausbildung 
der interzellularen Matrix bleibt jedoch die vorgegebene Form 
und daitiit auch die gewunschte Form des spateren Implantates 
erhalten. 

1st die interzellul&re Matrix ausreichend ausgebildet, was 
etwa ab 10 Tagen bis in einigen Wochen der Fall ist, wird die 
Tragerstruktur aus der Perfusionskammer herausgenommen und 
implantiert. Im Laufe der Zeit wird die Matrix 
weitergebildet , wahrend die Tragerstruktur resorbiert wird. 

Es konnte gezeigt werden, daS mit einem derartigen Verfahren 
tatsachlich die interzelluiare Matrix in vitro aufgebaut 
wird, was bis dato soweit bekannt noch nicht beobachtet 
wurde. 

Es ist des weiteren mSglich, sogenannte gewebsmorphogene 
Faktoren an das Vlies der Tragerstruktur anzulagern. 
Derartige morphogene Faktoren regen die Zellbildung und die 
Bildung der interzellularen Matrix und damit die 
Knorpelbildung an. Derartige Faktoren kdnnen entweder bereits 
in die Tragerstruktur wahrend der Bildung der interzellularen 
Matrix in der Perfusionskammer oder nach der Implantation in 
die Tragerstruktur eingebracht werden. Eine elegante Ldsung 
besteht darin, den gewebsmorphogenen Faktor direkt an das 
Vliesmaterial zu koppen oder an einen Antik6rper zu koppeln 
und das Vliesmaterial der Tragerstruktur mit Haptenen zu 
versehen, an die sich die Antikorper anlagern. Dadurch wirken 
diese Faktoren nur lokal im Bereich der Tragerstruktur. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zum Herstellen eines Implantates aus 
Zellkulturen, insbesondere Knorpelzellen, wobei die Zellen 
auf einer resorbierbaren Tragerstruktur aufgebracht und 
anschlieSend gemeinsam mit dieser implant iert werden, 
gekennzeichnet durch folgende Merkmale: 

es wird eine dreidimensionale, im wesent lichen formstabile 
entsprechend der gewunschten Form des Implantats vorgeformte 
Tragerstruktur mit einer zusammenhangenden inneren Oberfiache 
und einem geringen Volumen verwendet; 

in den inneren Hohlraum der Tragerstruktur werden die Zellen 
eingebracht? 

die die Zellen aufnehmende Tragerstruktur wird mit einer 
Nahrldsung zumindest so lange perfundiert, d.tu durchstrdmt, 
bis sich zumindest teilweise eine die Zellen aneinander 
bindende interzellulare Matrix ausgebildet hat, wonach die 
Tragerstruktur iirtplantiert werden kann. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,. dafi 
die Tragerstruktur ein Vlies aus Polymerf asern, insbesondere 
Polyglykolen oder Polylactiden ist. 

3 . Verfahren nach Anspruch 1 oder 2 , dadurch 
gekennzeichnet, da£ die Tragerstruktur, bevor die Zellen in 
diese eingebracht werden, mit Adhasionsf aktoren, insbesondere 
Poly-L-Lysin, versehen wird, 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Adhasionsf aktoren durch Lyophilisation auf die innere 
Oberfiache der Tragerstruktur aufgebracht werden. 
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5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprache, 
dadurch gekennzeichnet, dafi der innere Hohlraum der 
Tragerstruktur so gestaltet und dimensioniert ist, dafi die 
N&hrl6sung durch die Tragerstruktur diffundiert. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die die Zellen aufnehmende Tragerstruktur mit einem Material, 
insbesondere Agarose, ummantelt wird, durch das die 
Nahrl6sung hindurchdif fundi eren kann. 

I. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprllche, 
dadurch gekennzeichnet, daS die* Tragerstruktur mit den darin 
aufgenommenen Zellen intervallartig durchstr6mt wird, so dafi 
sich an eine Perfusionsphase jeweils eine Pause anschliefit. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Tragerstruktur mit den darin 
aufgenommenen Zellen zur Perfusion in eine Perf usionskammer 
eingesetzt wird. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprilche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Zellen in der Suspension mit 
dem Kulturmedium in die Tragerstruktur eingebracht werden, 
wobei zusatzlich die Suspension mit einem die Viskositat 
erhohenden Stoff , vorzugsweise Agarose, versetzt wird. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi an die Tragerstruktur ein 
gewebsmorphogener Faktor angelagert wird, der die Zellbildung 
und die Bildung einer interzelluiaren Matrix untersttitzt . 

II. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, 
dafi der gewebsmorphogene Faktor an einen Antikorper gekoppelt 
wird, der sich an dem Material der Tragerstruktur, 
vorzugsweise an dort auf gebrachten Haptenen anlagert. 
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GEHNDERTE ansprdche 
[beim Internationalen Biiro am 15. August 1994 (15.08.94) eingegangen; 
urspriigliche Anspriiche 1-11 durch neue Anspriiche 1-13 ersetzt (3 Seiten)] 



1. Verfahren zum Herstellen eines Implantates aus 
Zellkulturen, insbesondere Knorpelzellen, wobei die Zellen 
auf eine im implantierten Zustand resorbierbare 
Tragerstruktur aufgebracht und anschliefcend gemeinsam mit 
dieser implantiert werden, gekennzeichnet durch folgende 
Merkmale: 

es wird eine dreidimensionale, im wesentlichen formstabile 
und entsprechend der gewunschten Form des Implantats 
vorgeformte Tragerstruktur mit einer zusammenhangenden 
inneren Oberflache und einem geringen Volumen verwendet; 

in den inneren Hohlraum der Tragerstruktur werden die 
Zellen eingebracht; 

die die Zellen aufnehmende Tragerstruktur wird mit einer 
Hulle aus einem Material ummantelt, das so gewahlt ist, dafi 
eine Nahrl6sung durch dieses Material in das Innere der 
Tragerstruktur strGmen kann; 

die die Zellen aufnehmende Tragerstruktur wird durch die 
Hulle hindurch mit einer Nahrlosung zumindest solange 
perfundiert, d.h. durchstromt , bis sich zumindest teilweise 
eine die Zellen aneinander bindende interzelluiare Matrix 
ausgebildet hat, wonach die Tragerstruktur implantiert 
werden kann. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS das 
Material der HAlle so gewahlt ist, daS far die Nahrl6sung 
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im wesent lichen nur eine Diffusion in das Innere der 
Tragerstruktur zugelassen wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet , 
dafi das Material der Hulle so gewahlt ist, daS die fur den 
Aufbau der interzellularen Matrix notwendigen 
Zellenprodukte, insbesondere Kollagene und Proteoglycane, 
durch die Hulle im Inneren der Tragerstruktur 
zurdckgehalten werden. 

4. verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daS das Material der Hulle Agarose ist. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Tragerstruktur ein Vlies aus 
Polymer fasern, insbesondere Polyglykolen oder Polylactiden 
ist . 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Tragerstruktur, bevor die Zellen in 
diese eingebracht werden, mit Adhasionsfaktoren, 
insbesondere Poly-L-Lysin, versehen wird. 

7. verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dafi die 
Adhasionsfaktoren durch Lyophilisation auf die innere 
Oberfiache der Tragerstruktur aufgebracht werden. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daS der innere Hohlraum der Tragerstruktur 
so gestaltet und dimensioniert ist, daS die Nahrldsung 
durch die Tragerstruktur diffundiert. 

9. verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Tragerstruktur mit den darin 
aufgenommenen Zellen intervallartig durchstrdmt wird, so 
dafi sich an eine Perfusionsphase jeweils eine Pause 
anschliefit . 
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10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Tragerstruktur mit den darin 
aufgenommenen Zellen zur Perfusion in eine Perf usionskammer 
eingesetzt wird. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet , dafi die Zellen in einer Suspension mit dem 
Kulturmedium in die Tragerstruktur eingebracht werden, 
wobei zusatzlich die Suspension mit einem die Viskositat 
erhdhenden Stoff , vorzugsweise Agarose, versetzt wird. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dafi an die Tragerstruktur ein 
gewebsmorphogener Faktor angelagert wird, der die 
Zellbildung und die Bildung einer interzelluiaren Matrix 
unterstutzt . 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dafi der 
gewebsmorphogene Faktor an einen Antikdrper gekoppelt wird, 
der sich an dem Material der Tragerstruktur, vorzugsweise 
an dort aufgebrachten Haptenen anlagert. 
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